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まずは、プラスミドベクターにおいて、各種転写活性化因子の系統的機能評価を in vitro と invivo (マウス肝臓と
筋肉)の条件下で検討した。その結果、。アクチンプロモーターICMV エンハンサーはアクチンイントロンISV40
P(A)/SV40 エンハンサーからなるベクターと、CMV プロモーターICMV エンハンサー/イントロンAlSV40 P(A)/SV 40 
エンハンサーからなるベクターが、最も高い遺伝子発現効率を示した。
次に、様々な転写活性化因子を有した Ad ベクターの活性を検討したところ、 CMV プロモーターICMV エンハンサ
ーの下流にイントロン A の配列を付加することにより遺伝子発現は 10'"'-'50 倍上昇し、その活性は日アクチンプ'ロモ
ーターICMV エンハンサー/日アクチンイントロンからなるベクターよりやや高く、最大の発現効率を示した。
更なる遺伝子発現効率の向上を目指して、転写後修飾の因子として mRNA の P(A)化の修飾、 mRNA 0)核外輸送や
翻訳の促進作用を有している Woodchuckhepatitis virus post-transcriptional regulation element (WPRE) を付与
??? ?
した Ad ベクターを作製し、機能評価を行った。 WPRE を付与したベクターでは、 WPRE がないベクターに比べ数
倍の遺伝子発現を示し、結果として最高の活性を示した CMV プロモーター/エンハンサー/イントロンAlWPRE を有
した Ad ベクターは、最も一般的な CMV プロモーター/エンハンサーだけを有した Ad ベクターに比べ、 in vitro で








ンオペロンを利用した Tet-on システムを搭載した Ad ベクターの改良を行った。
まず、 Tet-on システム、 T-REx システム、 Ecdydsone システム、 Mifepristone システム(GeneSwitch 又は




一方、 Tet-On システムの改良として、テトラサイクリン制御性のサイレンサーである tTS を付与し、 rtTA (Tet-on 
システムの転写活性化因子)の発現レベルを上昇させるためにイントロン A の配列を付与し、かつ単一の Ad ベクタ
ーで 3 者(目的遺伝子、 rtTA 遺伝子、 tTS 遺伝子)の遺伝子を Ad ゲノムの異なった領域から発現させたところ、 basal
活性の低下および最大活性の上昇が認められ、遺伝子発現誘導能の飛躍的な改善が認められた。従って、 トリプル遺












発現に関与するシス因子の評価・最適化を in vitro、 invivo (マウス)で、行った。その結果、
1) CMV プロモーター/エンハンサー/イントロンAlWPRE を有した Ad ベクターは、最も一般的な CMV プロモー




2) Tet-on システムの改良型として、テトラサイクリン制御性のサイレンサーである tTS を付与し、 rtTA (Tet-on 
システムの転写活性化因子)の発現レベノkを上昇させるためにイントロン A の配列を付与し、かつ単一の Ad ベクタ
丹、u
ーで 3 者(目的遺伝子、 rtTA 遺伝子、 tTS 遺伝子)の遺伝子を Ad ゲノムの異なった領域から発現させたところ、 basal
活性の低下および最大活性の上昇が認められ、遺伝子発現誘導能の飛躍的な改善が認められた。
以上、遺伝子発現に関わる各種転写活性化因子等を最適化することで、優れた遺伝子発現能を示すベクターの開発
に成功し、その有用性を明らかにした点、博士(薬学)の学位を授与するにふさわしいものと考える。
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